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AUC： area under the curve（曲線下面積） 
BAT： basophil activation test（好塩基球活性化試験） 
BSA： bovine serum albumine（ウシ血清アルブミン） 
-LG： beta-lactoglobulin（-ラクトグロブリン） 
CAP： capsulated hydrophilic carrier polymer（蛍光酵素免疫測定法による抗原特異的 IgE
測定用のアレルゲンを吸着させた小型のプラスチックカプセル） 
CD： cluster of differentiation（分化抗原） 
CN： casein（カゼイン） 
CNH： casein hydrolysate（カゼイン分解物） 
CMF： cow’s milk based infant formula（牛乳を原料とした通常の育児用ミルク） 
DAP12： DNAX activating protein of 12kDa（分子量 12,000 の DNAX 活性化タンパク質） 
EDTA： ethylenediaminetetraacetic acid（エチレンジアミン四酢酸） 
EHF： extensively hydrolysed formula（高度加水分解乳、完全加水分解乳） 
ELISA： enzyme-linked immuno sorbent assay（酵素免疫測定法） 
EWH： extensively whey protein hydrolysate（乳清タンパク質高度分解物） 
FAO： Food and Agriculture Organization of the United Nations（国際連合食糧農業機
関） 
FcR： Fc epsilon reseptor（Fc受容体） 
FcR： Fc gamma receptor（Fc受容体） 
FITC： fluorescein isothiocyanate（フルオレセインイソチオシアネート） 
FSC： forward scatter（前方散乱光） 
 
 
HRT： histamine release test（ヒスタミン遊離試験） 
HPLC： high performance liquid chromatography（高速液体クロマトグラフィー） 
ICOS： Inducible T-cell co-stimulator（T 細胞上の共刺激分子） 
Ig： immunoglobulin（免疫グロブリン） 
IL： interleukin（インターロイキン） 
mAb： monoclonal antibody（モノクロナル抗体） 
MLN： mesenteric lymph node（腸間膜リンパ節） 
mMPC： mouse mast cell protease（マウス マスト細胞プロテアーゼ） 
OVA： ovoalbumine（卵白アルブミン） 
PAF： platelet-activating factor（血小板活性化因子） 
PBS-HS： phosphate buffered saline-house serum（ウマ血清添加リン酸緩衝生理食塩水） 
PBS-T： phosphate buffered saline-0.05% Tween20（0.05％Tween20 添加リン酸緩衝生理
食塩水） 
PCR： polymerase chain reaction（ポリメラーゼ連鎖反応） 
PE： phycoerythrin（フィコエリスリン） 
PerCP/Cy5.5： peri dinin chlorphyll protein / cyanin 5.5（ペリジニンクロロフィルタンパク質
/シアニン 5.5） 
PHF： partially hydrolysed formula（軽度加水分解乳、部分加水分解乳） 
PWH： partially whey protein hydrolysate（乳清タンパク質軽度分解物） 
QOL： quality of life（生活の質） 
SPF： specific pathogen free（特定の微生物及び寄生虫に感染していない動物及びその飼
育環境） 
SSC： side scatter（側方散乱光） 
WHO： World Health Organization（世界保健機構） 
WPC： whey protein concentlate（乳清タンパク質濃縮物） 
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ば、世界で毎年少なくとも 6 億人が食中毒にかかり 42 万人が死亡している。衛生環境が整った我

















ね 10 ppm 以上）含む容器包装された加工食品・食品添加物においては、それを含む旨の表示を
義務づける、あるいは推奨するというものであり、2020 年 3 月現在で表示義務 7 品目、表示推奨
























Table 1 Specified ingredients, etc. in Japanese food labeling regulation  
(as of March, 2020). 






Dairy products, and Peanut
Items with high 
need for labelling 
based on the number







Almond, Abalone, Squid, 
Salmon roe, orange,
Cashew nut,
Kiwi fruit, Beef, Walnut,
Sesame, Salmon, Mackerel, 
Soybean, Chicken, Banana, 
Pork, Matsutake mushroom,





and patients with 
severe symptoms on 
a continuous basis 
















ルギーにおける免疫学的機序には、抗原特異的 IgE 依存性反応と IgE 非依存性反応とがあり、IgE
依存性反応は一般に抗原暴露の直後から 2 時間以内という短時間で症状が惹起されることから、
即時型アレルギーとも呼ばれている。一方、細胞性免疫が関与する IgE 非依存性反応は抗原暴露

































病率は 3～35％であるが、これをさらに特異 IgE が血中に確認できたものに限定すると有病率は
2～5％に低減する 12)。アメリカでおこなわれたメタアナリシスでも、自己申告に基づく牛乳、鶏
卵、ピーナッツ、魚介類に対するアレルギーがそれぞれ 3.5％、1.3％、0.75％、1.1％であるのに
対し、これを血中特異 IgE や経口負荷試験で確認できたものに限定するとそれぞれ 0.6～0.9％、
0.3～0.9％、0.75％、0.6％となり、全体として食物アレルギーの罹患率は少なくとも 1~2％、多





Figure 1 The mechanisms involved in IgE mediated food allergy. 
APC: antigen presenting cells; Eos: eosinophils; IL: interleukin; Treg: reguratory 



















抗体との親和性を指標とする ELISA 法は簡便な in vitro 試験であり 18,22)、配合原材料のスクリ
ーニングや工程の確認から実製造での日常的な品質管理まで、広く利用されている。前臨床的な




























認では血中に特異 IgE 抗体の存在を証明することになるが、これは CAP 法等の血液検査や皮膚
プリック試験によって可能である 10)。しかしながら、血中特異 IgE が陽性でも何ら症状を起こさ
ずに当該の食品を摂取できることは少なくなく、因果性の確認が十分でないまま不必要な食事制












塩基球は細胞膜上の高親和性 IgE 受容体（FcRI）を介して IgE 抗体を結合しており、これに抗
原が結合すると FcRI の架橋刺激により組織中のマスト細胞と同様に活性化して脱顆粒する。こ
の好塩基球の反応は in vitro でも再現でき、ヒスタミン遊離試験（Histamine release test：HRT）
や好塩基球活性化試験（Basophil activation test：BAT）として知られている。ヒスタミン遊離
試験は、被験者から採取した末梢血好塩基球を in vitro で抗原刺激し、遊離したヒスタミンを
ELISA 法で測定する検査法である。BAT は抗原刺激によって好塩基球に発現する CD63 や
CD203c といった活性化マーカー分子をフローサイトメーターで定量する検査法である。これら
末梢血好塩基球を用いた検査は、in vitro ながら生体の影響を受けているため、血中 IgE 値の測
定以上に被験者のアレルギー状態を反映するとされ 44)、特に BAT は経口食物負荷試験の結果予
測に有用であることが多数報告されている 45-47)。食物アレルギー患者の寛解予測 48)や、免疫療法



















る BAT を実験動物に応用することを着想した。ヒトの BAT が食物アレルギー患者の経口負荷試
験の結果と高い相関を示すように、実験動物でも好塩基球の反応性が全身のアレルギー反応と相
関するのであれば、BAT によってアナフィラキシー試験を代替できる可能性が考えられる。BAT















第 2 章 マウス好塩基球活性化試験の確立 
2.1 序 
抗原抗体反応を介した高親和性 IgE 受容体 FcRI の架橋による刺激で好塩基球が活性化する
と、ヒトではその細胞表面上で CD11b、CD13、CD63、CD69、CD107a、CD107b、CD164、
CD203c といった分子の発現が増加する 44,53,54)。このうち CD63 と CD203c の発現変化は、即時
型アレルギー反応の検査法である BAT の市販キットでも活性化マーカーとして活用されている。




ーのひとつである CD200R3 の発現が減少することを見出した。CD200R1 は免疫グロブリンス
ーパージーンファミリーに属する免疫調節分子 CD200 の受容体分子であり 57)、抑制的な免疫調
節作用を有する 58,59)。一方、CD200R3 は CD200R ファミリーに属するものの、CD200 をリガン
ドとするという報告 57)とそれに否定的な報告 60)があり、IL-4 産生増強やアナフィラキシー誘導
など亢進的な免疫調節作用を有している 60)。 
抗原刺激による活性化に伴う CD200R1 発現増加と CD200R3 発現減少の挙動がマウスの個体
によって異なることや、感作好塩基球を得るための免疫では IgE だけでなく IgG も産生されるこ
となどから、CD200R1 が IgE 依存的な活性化マーカーであるのに対して、CD200R3 は IgG 依
存的な好塩基球の活性化マーカーであるとの仮説を立てた。マウスの IgGは IgG1、IgG2a、IgG2b、
IgG3 と 4 種のサブクラスが存在し、その受容体も反応亢進的な FcRI、FcRIII、FcRIV と反応
抑制的な FcRIIb の 4 種が知られている 61)。本章では、好塩基球活性化に伴う CD200R3 の発現
減少がサブクラス同定も含めて IgG 刺激依存的であることを検証し、IgE 刺激依存的な CD200R1





3 週齢、8 週齢あるいは 10 週齢の Specific-Pathogen-Free（SPF）グレード雌性 BALB/c 系マ
ウスを日本クレアより購入し、いずれも 1 週間以上馴化させた後、実験に供した。22±2℃、12 時









4 週齢のマウスに対して-LG 10 g をアジュバント（水酸化アルミニウム（ナカライテスク社




未処理（ナイーブ）あるいは-LG を 3 回腹腔内免疫したマウス（11～22 週齢相当）の尾静脈
より血液を採取しヘパリン（ナカライテスク社製）で処理した。 
ナイーブマウスの血液検体は一旦プールしたものをマイクロチューブに 50 L ずつ分注し、
37℃で 15 分保持した後、ヤギ抗マウス IgE（Bethyl Laboratories 社製、アメリカ合衆国）、及び




、BD Bioscience 社製）と共に、1％のウマ血清（HyClone、GE Healthcare 社製、アメリカ合
衆国）を含む同量（50 L）のリン酸緩衝生理食塩水（PBS-HS）と混合し、37℃で 2 時間反応さ
せた。20mM EDTA の添加（10 L）と氷冷（10 分）によって反応を停止させた後、遠心（500×g、
5 分、4℃）によって血球細胞を沈殿させ上清を除去した。沈殿した血球細胞は、15％ウマ血清を
含む PBS でブロッキング（氷冷下、30 分）した後、APC 標識抗マウス IgE（Columbia Bioscience
社製、アメリカ合衆国）、PerCP/Cy5.5 標識抗マウス CD49b、PE 標識抗マウス CD200R1（どち
らも BioLegend 社製、アメリカ合衆国）及び FITC 標識抗マウス CD200R3（Hycult Biotech 社
製、オランダ）を加えて標識（氷冷下、30 分）した。さらに ACK 溶血緩衝液（155 mM NH4Cl、
10 mM KHCO3、0.1 mM EDTA）で赤血球を溶血させ、PBS-HS で 3 回洗浄した後に、解析ソフ
トウェア FACSDive を搭載した FACSCanto II フローサイトメーター（BD Bioscience 社製）で
分析した。 
-LG を腹腔内免疫したマウスより得た血液検体は、-LG を含む PBS-HS と混合して 37℃で
2 時間反応させた後、上記のナイーブマウスの検体と同様に染色、調製し、フローサイトメーター
で分析した。 
CD200R1 及び CD200R3 について、非刺激下に対する刺激下での発現量の比（Relative 
expression level）を評価した。 
2.2.5 好塩基球の受動感作と抗原刺激 
ナイーブマウスより得た血液検体（ヘパリン処理全血）を 50 L ずつマイクロチューブに分注
し、段階稀釈したマウス抗-LG 血清（2.2.3 に前述）を含む PBS-HS 50 L と混合して 37℃で 2
時間反応させることで受動感作させた。その後、-LG（1 mg/mL）を加えてさらに反応させ、前
記 2.2.4 と同様に染色、調製、分析をおこなった。 
2.2.6 マウス抗-LG 血清からの IgG の除去 




5 分、室温）により樹脂を沈殿させ、上清を回収し IgG 除去抗血清とした。対照として Sepharose 
4B（Sigma-Aldorich 社製、アメリカ合衆国）を用いてマウス抗-LG 血清を同様に処理したもの
も調製した。IgG が除去されていることは、以下の通り ELISA によって確認した。まず 1 g/100 
L/well の-LG（Sigma-Aldrich 社製）溶液でコーティングした 96 穴マイクロプレートに 10,000
倍希釈した抗血清を添加し、37℃で 2 時間保持後、0.05%の Tween20（Sigma-Aldrich 社製）を
含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS-T）で洗浄した。次にアルカリフォスファターゼ標識抗マウス
IgG（Cappel 社製、アメリカ合衆国、5,000 倍希釈）を添加して 37℃で 1 時間保持した。PBS-T
にてプレート洗浄後、ジエタノールアミン緩衝液（10 mM diethanolamine（Sigma-Aldrich 社製
製）、0.5 mM MgCl2、pH 9.8）に溶解した基質試薬（4-Nitrophenyl phosphate disodium salt 
hexahydrate、Sigma-Aldrich 社製、0.1 mg/100 L/well）を添加して 30 分間反応させ、20 L/well
の 5N NaOH で反応停止させてから 405 nm（対照 550 nm）の吸光度を測定した。 
2.2.7 マウス抗-LG 血清からの IgG 各サブクラスの除去 
ビオチン化ラット抗マウス IgG1 mAb（clone A85-1、IgG1、）、同抗マウス IgG2a mAb（clone 
R19-15、IgG1、）、同抗マウス IgG2b mAb（cloneR12-3、IgG2a、）、同抗マウス IgG3 mAb
（clone R40-82、IgG2a、、いずれも BD Bioscience 社製）、ビオチン化ラット IgG1 アイソタイ
プコントロール mAb（clone RTK2071）あるいは同 IgG2a アイソタイプコントロール mAb（clone 
RTK2758、いずれも BioLegend 社製）のいずれかを 50 mg/mL で調製し、その 1/2 容量のスト
レプトアビジン Sepharose High Performance（GE Healthcare 社製）と混合、抗体結合ビーズ
を調製した。 
マウス抗-LG 血清を PBS-HS で 10 倍希釈した後、上記の各抗体結合ビーズと混合し、室温
で 2 時間穏やかに振とう反応させた。その後、遠心（500×g、5 分、室温）により樹脂を沈殿させ、
上清を回収し IgG 各サブクラス除去抗血清とした。各サブクラスの IgG が除去されていること
は、以下の通り ELISA で確認した。まず 1 g/100 L/well の-LG（Sigma-Aldrich 社製）溶液




IgG1 mAb（10,000 倍希釈）、あるいはビオチン化抗マウス IgG2a mAb（1,000 倍希釈）、あるい
はビオチン化抗マウス IgG2b mAb（3,000 倍希釈）、あるいはビオチン化抗マウス IgG3 mAb
（1,000 倍希釈）を添加して 37℃で 1 時間保持した。PBS-T にてプレート洗浄後、パーオキシダ
ーゼ標識ストレプトアビジン（Streptavidin-POD Conjugate、Roche Diagnosyics 社製、アメリ
カ合衆国）を添加して 37℃で 1 時間保持し、さらに基質試薬（SIGMAFAST-OPD、Sigma-Aldrich
社製）を加えて反応させ、30 L/well の 3M H2SO4で反応停止させてから 492 nm（対照 630 nm）
の吸光度を測定した。抗血清の希釈率は IgG1 の測定で 100,000 倍、IgG2a と IgG2b の測定で
1,000 倍、IgG3 の測定で 100 倍とした。基質試薬の反応時間は IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3 の
測定でそれぞれ 5 分、15 分、30 分、60 分とした。 
2.2.8 IgG 受容体への in vivo 刺激による全身性アナフィラキシーの惹起 
抗マウス FcRIII/II mAb（2.4G2）あるいはそのアイソタイプコントロール抗体（clone A95-





統計解析ソフトウェア（JMP ver.13.9、SAS Institute 社製、アメリカ合衆国）を用い、Students
の対応のある両側 t 検定で検定した。p 値 0.05 未満を有意とした。 
2.3 結果 
2.3.1 -LG 免疫マウスの好塩基球に対する抗原刺激に伴う CD200R1 と CD200R3 の発現量の
変化 
卵白アルブミン（OVA）感作マウスの好塩基球に対する特異抗原（OVA）刺激によって、細胞





基球の同定マーカーのひとつとして検討した。ところが CD200R3 と CD49b（ナチュラルキラー
細胞と好塩基球に発現）を同定マーカーとして好塩基球の活性化測定を試みたところ、好塩基球
の同定が困難だったことから、改めて CD49b と IgE（ナイーブな状態でも好塩基球上の FcRI に
はある程度の IgE が結合している）をマーカーとして好塩基球を同定（Fig. 2）し、活性化に伴う
CD200R1 の発現変化と、併せて CD200R3 についても測定をおこなった。すると-LG 免疫マウ
スの好塩基球では、特異抗原（-LG）の刺激によって CD200R1 の発現が増加すると共に、


















Figure 2 Gating strategy for identification of basophils by flow cytometry. Peripheral 
white blood cells were initially gated based on forward scatter and side 
scatter (region P1). Region P1 was further gated based on CD49b and IgE 





















2.3.2 IgG 受容体への刺激に伴う好塩基球 CD200R3 の発現変化 
2.3.1 に記したように、抗原刺激に伴う好塩基球上の CD200R3 の発現減少の程度が必ずしも
CD200R1 の発現増加の程度と一致しないことと、アジュバントに水酸化アルミニウムを使用し
た腹腔内免疫では特異 IgE よりも特異 IgG の産生が優位との報告 64)があることから、この抗原
刺激に伴う CD200R3 の発現変化が IgG を介した好塩基球の活性化によるとの仮説を立てた。 
マウス好塩基球はナイーブな状態でも抗 IgE 抗体による刺激で活性化することが報告されて
いる 55)。本研究では、ナイーブマウスより得た血液検体を抗マウス IgE 抗体の他、抗マウス IgG
受容体 mAb（2.4G2）やこれらのアイソタイプコントロール抗体でも刺激し、好塩基球上の
Figure 3 Changes in expression levels of CD200R1 and CD200R3 on blood basophils 
of β-LG-immunized mice following antigen stimulation. Five BALB/c mice 
were immunized with β-LG. Peripheral blood was incubated with or without  
β-LG at 37ºC for 2 h. (a) Representative dot plots showing the expression of 
CD200R1 and CD200R3 on basophils following stimulation with (right) or 
without (left) β-LG. (b)Scatter plots graph showing the relative expression 
levels of CD200R1 and CD200R3 following stimulation with β-LG. All of the 
experimental data (five mice) are shown. 
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CD200R1 と CD200R3 の発現変化を調べた。その結果、抗 IgE 抗体刺激による CD200R1 の発
現上昇と、2.4G2 刺激による CD200R3 の発現減少が認められた（Fig. 4）。その一方で、抗 IgE



















2.3.3 好塩基球活性化に伴う CD200R3 発現変化の時間依存性 
好塩基球の活性化に伴う CD200R3 発現減少の時間依存性を検討するために、マウス好塩基球
を 2.4G2 または-LG で刺激し、好塩基球上の CD200R3 の発現変化を経時的に測定した。 
ナイーブマウスより得た血液検体を 2.4G2 で刺激すると、好塩基球上の CD200R3 の発現は速
やかに減少し、少なくとも 4 時間は保持されていた（Fig. 5a）。 
Figure 4 Increased expression of CD200R1 and decreased expression of CD200R3 on 
basophils in response to IgE and IgG receptor-mediated activation, respectively. 
Peripheral blood was incubated at 37ºC for 2 h with 100 ng/mL anti-mouse 
FcRIII/II (2.4G2), 300 ng/mL goat anti-mouse IgE, or the respective isotype 
control antibody. Relative expression levels of CD200R1 and CD200R3 on 
basophils are shown. Data are represented as means ± SDs (n = 3). Asterisks 




























Figure 5 Reduced surface expression of CD200R3 on basophils in a time-dependent 
manner after stimulation. (a) Peripheral blood was incubated with 100 ng/mL 
anti-mouse FcγRIII/II (2.4G2) or isotype control. (b) Peripheral blood was 
passively sensitized with mouse anti-β-LG serum or normal serum, 
corresponding to one-twentieth of the blood sample volume. Following 
sensitization, samples were incubated with 1 µg/mL β-LG. The expression of 
CD200R3 on basophils after stimulation was analyzed by flow cytometry and 
is shown as relative expression levels. Data are represented as means ± SDs 
(n = 3). Asterisks indicate significant differences between the two groups at 
each time point. 
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2.3.4 好塩基球活性化に伴う CD200R3 発現変化の刺激用量依存性 
好塩基球の活性化に伴う CD200R3 発現減少の刺激用量依存性を検討するために、段階稀釈し
























Figure 6 Reduced surface expression of CD200R3 on basophils in a dose-dependent 
manner after stimulation. (a) Peripheral blood was incubated with various 
concentrations of anti-mouse FcγRIII/II (2.4G2) or isotype control for 2 h.  
(b) Peripheral blood was passively sensitized with mouse anti-β-LG serum or 
normal serum, corresponding to one-twentieth of the blood sample volume. 
Following sensitization, samples were incubated with various quantities of  
β-LG for 2 h. The expression of CD200R3 on basophils after stimulation was 
analyzed by flow cytometry and is shown as relative expression levels. Data 
are represented as means ± SDs (n = 3). Asterisks indicate significant 
differences compared to media alone (*p < 0.01, **p < 0.05). 
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ナイーブマウスより得た血液検体を段階稀釈した 2.4G2 で刺激したところ、濃度 1 ng/mL よ
り好塩基球上のCD200R3の発現が有意に減少し、2.4G2による刺激用量依存性が認められた（Fig. 
6a）。 
抗-LG 血清で受動感作させたマウス血液検体の場合でも、少なくとも 10 ng/mL 以上の-LG
刺激によって好塩基球上の CD200R3 の有意な発現減少が認められ、特異抗原（-LG）による刺
激用量依存性が認められた（Fig. 6b）。 
2.3.5 マウス抗-LG 血清からの IgG 除去が好塩基球上の CD200R3 の発現変化に及ぼす影響 
好塩基球上の CD200R3 発現減少が IgG を介した刺激に依存することを検証するために、抗-
LG 血清から IgG を除去したものでマウス血液を受動感作させ、-LG 刺激による好塩基球上の
CD200R3 の発現変化を測定した。 
マウス抗-LG 血清を Protein G Sepharose あるいは Sepharose 4B で処理し、抗-LG 特異
IgG 抗体価を ELISA で測定したところ、Protein G Sepharose で処理した抗血清では顕著に抗体
価が低下しており、IgG が除去されていることが確認された（Fig. 7a）。 
次にこの IgG 除去抗血清（Protein G Sepharose 処理）あるいは対照抗血清（Sepharose 4B 処
理）を段階稀釈したものでマウス血液検体を受動感作させ、-LG で刺激したところ、対照抗血清
では抗血清濃度依存的に好塩基球上の CD200R3 の発現減少が認められたのに対して、IgG 除去



























2.3.6 マウス抗-LG 血清からの各 IgG サブクラスの除去が好塩基球上の CD200R3 の発現変化
に及ぼす影響 
好塩基球上の CD200R3 の発現変化が IgG のどのサブクラスによる刺激に依存するのかを検
討するために、各 IgG サブクラスを選択的に除去した抗-LG 血清でマウス血液を受動感作させ、
-LG 刺激による好塩基球上の CD200R3 の発現変化を測定した。 
抗マウス IgG1 抗体結合ビーズ、抗マウス IgG2a 抗体結合ビーズ、抗マウス IgG2b 抗体結合
ビーズ、抗マウス IgG3 抗体結合ビーズ、あるいはこれらのアイソタイプコントロール抗体結合
ビーズで処理したマウス抗-LG 血清について、各 IgG サブクラスの抗-LG 抗体価を ELISA で
測定したところ、相当するサブクラスの抗体価は顕著に低下しており、各サブクラスの IgG が選
Figure 7 Basophil CD200R3 expression levels following IgG-specific depletion from 
antiserum used for passive sensitization. (a) Mouse antiserum was treated 
with either Protein G Sepharose 4FF or Sepharose 4B and β-LG-specific IgG 
were measured by ELISA. (b) Mouse peripheral blood was sensitized with 
antiserum treated with either Protein G Sepharose 4FF or Sepharose 4B, 
followed by antigen challenge with 1µg/mL β-LG for 2 h. The expression level 
of CD200R3 was analyzed by flow cytometry and is given as relative 
expression level. Data are represented as means ± SDs (n = 3). Asterisks 






ろ、IgG1 選択的除去抗血清で受動感作させた場合のみ好塩基球上の CD200R3 発現減少が顕著に






















Figure 8 Basophil CD200R3 expression following depletion of specific IgG subclasses 
from antiserum used for passive sensitization. Each IgG subclass was 
depleted from mouse anti-β-LG serum using biotinylated antibodies specific 
to IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, or corresponding isotype controls. (a) IgG 
subclass-specific depletion from antiserum was confirmed by ELISA.  
(b) Mouse peripheral blood was sensitized with various dilutions of the 
depleted antisera, followed by antigen challenge with 1µg/mL β-LG for 2 h. 
The expression level of CD200R3 was analyzed by flow cytometry and is given 
as relative expression level. Asterisks indicate significant differences 
compared to the isotype control group.  
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2.3.7 IgG 依存全身性アナフィラキシー惹起と好塩基球 CD200R3 発現変化の相関 
マウスに 2.4G2 を静脈投与して in vivo で FcRIII/II を架橋させると全身性アナフィラキシー
が惹起されることが報告されている 65,66)。好塩基球上の CD200R3 の発現変化が IgG 依存全身性
アナフィラキシー反応と相関することを確かめるため、in vivo で IgG 受容体を架橋させて全身性
アナフィラキシーを惹起すると共に、末梢血好塩基球の CD200R3 の発現変化を測定した。 
マウス尾静脈より 2.4G2 を注入すると全身性アナフィラキシーに伴う直腸体温の降下が認め
られた（Fig. 9a）。2.4G2 注入後 30 分より経時的に尾静脈より採取した血液でも好塩基球上の
CD200R3 の発現低下が認められた（Fig. 9b）。即ち、IgG 依存全身性アナフィラキシーの惹起に
伴って in vivo でも好塩基球上の CD200R3 の発現が低下することが明らかとなった。しかしなが
ら、アナフィラキシー反応に伴う直腸体温の降下は 2.4G2 注入後 30～40 分をピークに回復し 120
分でほぼ注入前の体温に戻ったのに対し、CD200R3 の発現減少は少なくとも 2.4G2 注入後 24 時














Figure 9 Decreased basophilic surface CD200R3 expression after induction of IgG-
mediated anaphylaxis. (a) Mice were injected intravenously with 2.4G2 or 
isotype control, and rectal temperatures were monitored. Four mice per 
injection group were used. (b) The mice were then bled before injection (0 h), 
and 0.5, 4, 8, and 24 h afterwards. Basophil CD200R3 expression was 
subsequently evaluated. Data are represented as means ± SDs (n = 4). 
Asterisks indicate significant differences between the two groups at each time 






も CD200R1 の発現増加の程度と一致しないことから、CD200R3 の発現減少は FcRI を介した
刺激によるものではないことが示唆された。マウスでは IgE だけでなく IgG によっても即時型ア
レルギー反応が見られること 67-71)から、CD200R3 の発現低下が IgG と IgG 受容体の反応を介し
たものとの仮説を立て、検討をおこなった。この仮説は、①IgG を除去した抗血清で受動感作さ
せた好塩基球では抗原刺激しても CD200R3 の発現減少は認められないこと（Fig. 7b）、②IgG 受
容体 FcRIII/II に対するモノクロナル抗体 2.4G2 でナイーブな好塩基球を刺激すると CD200R3
の発現減少が認められること（Fig. 4、Fig. 5a）、③各サブクラスを選択的に除去処理した抗血清
を用いた実験より好塩基球上の CD200R3 発現減少は IgG1 に依存すること（Fig. 8b）、から強く
支持された。 
本検討では抗 IgE 抗体による刺激でも僅かに CD200R3 の発現減少が認められたが（Fig. 4）、
マウスの IgE は IgG 受容体である FcRIIB と FcRIII にもある程度結合することが報告されて
いる 72)ことから、抗 IgE 抗体が IgE を介して IgG 受容体の架橋を引き起こした可能性が考えら
れる。一方、抗 FcRIII/II モノクロナル抗体である 2.4G2 による刺激では CD200R1 の有意な発
現減少も認められたが（Fig. 4）、これは 2.4G2 が抑制性 IgG 受容体である FcRIIB を刺激した
ことにより、好塩基球の活性化が抑制されたためと説明できよう。 
IgG の各サブクラスを選択的に除去した抗血清を用いた受動感作好塩基球の実験から、IgG1
に依存した刺激が CD200R3 の発現減少をもたらすことが明らかとなった。マウスでは IgG1、
IgG2a、及び IgG2b が IgG 受容体を介したアナフィラキシーに関与し 73,74)、このうち IgG1 は
FcRIII を、IgG2a は FcRIV をそれぞれ介してアナフィラキシーを惹起する 73)。好中球では
FcRIII と FcRIV の両方が発現しているが、好塩基球やマスト細胞では FcRIII の発現はあるが





ト細胞から放出されるヒスタミンによるもの（classical pathway）で、もう一つは IgG 依存的に
マクロファージから放出される血小板活性化因子（PAF）によるもの（alternative pathway）で
ある 69)。Tujimura 等はマウスの好塩基球も抗原-抗原特異 IgG1 のコンプレックスで刺激すると
PAF を放出し、PAF の静脈内投与はマウスにアナフィラキシーを惹起することを報告している




シー反応にどの程度関与しているか不明であるが、恐らくは PAF を放出し、CD200R3 の発現減
少を起こしているであろう。つまりこのことは、好塩基球の CD200R3 発現減少がマウスにおけ
る IgG アナフィラキシーのマーカーとして利用できることを示している。 
CD200R3 は CD200R ファミリーに属し、活性化アダプター分子である DAP12（DNAX 
activating protein of 12kDa）と相互作用 60,75,76)しながらマウスのマスト細胞と好塩基球に発現
している。そのためCD200R3を介した刺激はマスト細胞の脱顆粒、好塩基球における IL-4産生、
さらに局所及び全身のアナフィラキシーを引き起こす 60)。一方 CD200R1 は逆に抑制性のレセプ
ターであり、CD200R1 の発現増加は好塩基球の活性化に対するネガティブフィードバックと考




マウス BAT の確立にあたり、本研究ではまず CD200R1 をマーカーとした系の立ち上げを試
みたが、その過程で、好塩基球の活性化に伴って CD200R1 の発現が増加するだけでなく、
CD200R3 の発現が減少することを見出した。CD63 や CD203c をマーカーとしたヒトの BAT と




たに見出した活性化マーカーである CD200R3 の発現減少は、IgE 受容体を介した刺激で発現が
増加する CD200R1 と異なり、IgG 受容体を介した刺激によって引き起こされることも明らかと
なった。即ち、CD200R1 と CD200R3 の両方をマーカーとすることで、マウス BAT では IgE 依
存的反応と IgG 依存的反応をそれぞれ区別しながら同時に評価することも可能である。ヒトの食
物アレルギーでは血中の抗原特異的 IgE 値が必ずしもアレルギー反応と一致せず、より生理的な
BAT が有用であるように、マウスでも BAT は血中の抗原特異的 IgE、IgG 測定以上の有用性が
期待できるかもしれない。本研究では次章以下、新たに立ち上げたマウス BAT を牛乳タンパク質
加水分解物の免疫学的特性の評価に用いることによって、このマウス BAT の有用性を検討した。  
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乳 20,21)、アミノ酸調製乳 77)、大豆乳 78)、また近年ではコメ分解乳 79)などのアレルギー用ミルク
が開発されている。これらアレルギー用ミルクは、牛乳アレルゲンに感作された患児でも安全に
摂取できる低抗原性が必須であり、それを担保するために様々な in vitro・in vivo の評価や検証
が求められる。In vitro では、我が国の場合、ELISA 法によって牛乳アレルゲンが検出されない
ことが必要である 80)。In vivo では、「牛乳アレルギー患者に対する経口負荷試験において信頼区



































製造方法は Fig. 10 に示す通りである。また、各被検試料について、市販 ELISA キット（FASPEC 
II、森永生化学研究所社製）で測定した被検試料中のカゼイン及び-LG の抗原性を Table 2 に、
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HPLC で測定した分子量分布を Fig. 11 に示す。なお、ELISA はキット添付の手順書に従って実

























Table 2 Milk formulas evaluated in this study. 




































3 週齢の SPF グレード雌性 BALB/c 系マウスを日本クレアより購入した。飼育環境、飼料・飲




搬入後 1 週間馴化させたマウス（4 週齢）に対し、10 g の-LG あるいはカゼインを、いずれ
も 4 mg の水酸化アルミニウムと共に 2 週間間隔で計 2 回、腹腔内投与して免疫をおこなった。 
Figure 11 Molecular weight distribution of milk formulas. Defatted formula samples were 
analyzed by HPLC. Vertical axis indicates the percentage of maximal peak 




2 回目の腹腔内投与の 1 週間後、-LG 免疫マウスとカゼイン免疫マウスのそれぞれについて
尾静脈より採取した血液をプールし、BAT をおこなった。BAT は第 2 章に記した手順に従い、刺
激用抗原には生乳から調製した-LG あるいはカゼイン（いずれも 0.01～100 g/mL）、あるいは
各種被検試料（CMF、PHF、EHF1、EHF2；いずれも 0.1～10,000 g/mL）を使用した。 
3.2.5 アナフィラキシー試験 
BAT の 2 日あるいは 3 日後、-LG 免疫マウスとカゼイン免疫マウスのそれぞれに対して各種
被検試料 20 mg を水溶液（日本薬局方注射用蒸留水（大塚製薬工場社製）で 100 mg/mL 濃度に
調製したもの）で尾静脈投与し、アナフィラキシー試験を実施した。全身性のアナフィラキシー
反応は、デジタル温度計を用いて直腸体温を計測することで評価した。アナフィラキシー試験は、





ソフトウェアは JMP ver.13.0（SAS Institute 社製）を用い、p 値 0.05 未満を有意とした。 
3.3 結果 
3.3.1 アナフィラキシー試験 
牛乳タンパク質で免疫したマウスの in vivo 反応性を確認するため、アナフィラキシー試験を
おこなった。-LG 免疫マウスに対して CMF を尾静脈投与したところ、アナフィラキシー反応に
伴う著明な直腸体温の低下が認められた（Fig. 12）。同様にカゼイン免疫マウスに対する CMF の




ナフィラキシー反応は認められなかった（Fig. 12、Fig. 13）。PHF を尾静脈投与した場合、-LG
免疫マウスに対しては明確な直腸体温の低下を引き起こしたが、投与後 60 分間における直腸体
温低下の AUC は CMF 投与群における AUC より有意に低値であった（Fig. 12b）。カゼイン免疫



















Figure 12 Rectal temperature changes in -LG-sensitized mice after challenge with milk 
formulas. Powdered milk formulas were dissolved in sterile water and injected 
intravenously (20 mg/0.2 mL/mouse). Rectal temperature was measured every 
10 min. Data are represented as mean±SDs. (a) Time points data. (b) AUCs 
during 60 min post challenge. Asterisks indicate significant differences 



























CD200R1 の発現上昇と CD200R3 の発現減少が認められた（Fig. 14a、Fig. 15a）。同様にカゼイ
ン免疫マウスの血液をカゼインで刺激しても CD200R1 発現上昇と CD200R3 発現低下が認めら
Figure 13 Rectal temperature changes in casein-sensitized mice after challenge with 
milk formulas. Powdered milk formulas were dissolved in sterile water and 
injected intravenously (20 mg/0.2 mL/mouse). Rectal temperature was 
measured every 10 min. Data are represented as mean±SDs. (a) Time points 
data. (b) AUCs during 60 min post challenge. Asterisks indicate significant 
differences between the two groups. 
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れた（Fig. 16a、Fig. 17a）。被検試料 CMF による刺激では、-LG 免疫マウスとカゼイン免疫マ
ウスのいずれにおいても CMF 濃度依存的な CD200R1 の発現上昇と CD200R3 の発現低下が認
められた。一方、EHF1 あるいは EHF2 による刺激では、-LG 免疫マウスとカゼイン免疫マウ























Figure 14 Changes in CD200R1 expression on -LG-sensitized mouse basophils post 
stimulation. Pooled mice (n = 16) peripheral blood was incubated with milk 
formulas or corresponding antigen (-LG) for 2 h. Relative expression levels 
of CD200R1 on basophils after incubation with various concentrations of -LG 
(a) or milk formulas (b). 
Figure 15 Changes in CD200R3 expression on -LG-sensitized mouse basophils post 
stimulation. Pooled mice (n = 16) peripheral blood was incubated with milk 
formulas or corresponding antigen (-LG) for 2 h. Relative expression levels 
of CD200R3 on basophils after incubation with various concentrations of -LG 
(a) or milk formulas (b). 
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かった。PHF による刺激では、-LG 免疫マウスに対して CD200R1、CD200R3 共に PHF 濃度
依存的な発現変化が見られたが、CMF が 1 g/mL 濃度以下で明確に好塩基球を活性化したのに
対し、PHF では少なくとも 10 g/mL 濃度の刺激が好塩基球の活性化に必要であった（Fig. 14b、
Fig. 15b）。カゼイン免疫マウスに対する PHF の刺激では、CD200R1 は PHF 濃度依存的な発現





















Figure 16 Changes in CD200R1 expression on casein-sensitized mouse basophils post 
stimulation. Pooled mice (n = 19) peripheral blood was incubated with milk 
formulas or corresponding antigen (casein) for 2 h. Relative expression levels 
of CD200R1 on basophils after incubation with various concentrations of 
casein (a) or milk formulas (b). 
Figure 17 Changes in CD200R3 expression on casein-sensitized mouse basophils post 
stimulation. Pooled mice (n = 19) peripheral blood was incubated with milk 
formulas or corresponding antigen (casein) for 2 h. Relative expression levels 
of CD200R3 on basophils after incubation with various concentrations of 





の活性化を明確に誘導したのに対し、EHF1 と EHF2 ではアナフィラキシー反応も好塩基球活性
化も認められなかった（Fig. 12、Fig. 13、Fig. 14b、Fig. 15b、Fig. 16b、Fig. 17b）。即ち、-LG
やカゼインを腹腔内免疫して作成したアレルギーモデルマウスに対する CMF、EHF1、EHF2 の







軽度分解乳 PHF について、-LG 免疫マウスに対してはアナフィラキシーを惹起したがカゼイ
ン免疫マウスに対してはアナフィラキシーを惹起しなかった（Fig. 12、Fig. 13）。これは PHF に
残存するカゼインのアレルゲン量（1.7 ppm）が-LG のアレルゲン量（1.1×102 ppm）よりも低
値（Table. 2）であったことに起因していると考えられる。BAT においては、PHF は-LG 免疫
マウスに対して CD200R1 発現増加と CD200R3 発現減少を引き起こしたが、その程度は CMF に
よって引き起こされるものより軽度であり（Fig. 12b、Fig. 13b）、アナフィラキシー試験におけ
る直腸体温低下の程度が CMF 負荷群より PHF 負荷群で軽度であったことと一致した。一方、カ
ゼイン免疫マウスに対して PHF の刺激は CD200R1 の軽度な発現増加は引き起こしたが（Fig. 
16b）、CD200R3 の発現変化は見られなかった（Fig. 17b）。マウスのアナフィラキシーには IgE






れも IgG1 依存的な反応であることを鑑みると興味深く、併せて CD200R1 と CD200R3 をマー






示された。また、CD200R1 と CD200R3 をマーカーとしたマウス BAT では IgE 依存的な反応と
IgG1 依存的な反応を区別して評価することが可能であり、特に腹腔内免疫・経静脈負荷によるマ


































被検試料③ 乳清タンパク質濃縮物（WPC、Milei Gmnh 社製、ドイツ） 











































3 週齢の SPF グレード雌性 BALB/c 系マウスを日本クレアより購入した。飼育環境、飼料・飲
水は 2.2.1 に前記した通り。 
4.2.3 被検試料の経皮暴露 
イソフルラン（日本薬局方、ファイザー社製）麻酔下でマウス（各群 n＝8）背部を剃毛し、セ
ロハンテープ（セロテープ、ニチバン社製）による貼剥を 6 回繰り返したのち、被検試料 3 g を
含む生理食塩水 200 L を浸み込ませた滅菌ガーゼ（1 cm×1 cm）をマウス 1 匹当たり 2 枚貼付
けて医療用ドレッシング材（テガダーム、3M 社製、アメリカ合衆国）で 1 週間固定した。シャム
群のマウスには、被検試料を含まない生理食塩水を浸み込ませた滅菌ガーゼを同様に貼付け固定
した。この操作を 2 週間間隔で 2 回実施した。経皮暴露とそれに続く実験操作のスケジュールを
Fig. 19 に示す。 
Table 3 Characteristics of test materials in this study. 
 PWH1 PWH2 WPC 
Row material WPC WPC － 





Molecular weight a    
 < 200 12 8 0 
 200-500 36 36 4 
 500-1,000 22 20 0 
 1,000-2,000 18 22 0 
 2,000-5,000 10 10 1 
 5,000-10,000 1 2 3 
 10,000 < 1 2 92 
Detected milk antigen b    
 -LG 2.5 × 103 2.1 × 103 3.3 × 105 
a Samples were analyzed by HPLC. Data are expressed as the percentage of total 
protein or peptides. 
b Data are expressed as parts per million of antigenic equivalent -LG in powder. 

















4.2.4 マウス血中の-LG 特異的 IgE 及び IgG1 の測定 
血清は IgE 測定用として 1/10 に、IgG1 測定用として 1/1,000 にそれぞれ希釈し、1 g/100 
L/well の-LG（Sigma-Aldrich 社製）溶液でコーティングした 96 穴マイクロプレートに添加し
て 37℃で 1.5 時間保持した。プレートを洗浄後、ビオチン化抗マウス IgE（BD Bioscience 社製；
100 倍希釈）あるいはビオチン化抗マウス IgG1（同；10,000 倍希釈）を添加して 37℃でさらに
1.5 時間保持した。プレートを洗浄後、パーオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（Streptavidin-
POD Conjugate、Roche Diagnostics 社製）を添加して 37℃で 1 時間保持し、さらに基質試薬
（SIGMAFAST-OPD、Sigma-Aldrich 社製）を加えて反応させ、492 nm（対照 630 nm）の吸光
度を測定した。 
4.2.5 好塩基球活性化試験 
BAT は 100 ng/mL の-LG（Sigma-Aldrich 社製）を刺激用抗原とし、第 2 章に記した手順に
従って実施した。 
Figure 19 Schematic representation of the experimental design. Mice were exposed to 
test materials epicutaneously twice at two-week intervals followed by analysis 





50 mg の-LG（既報 62)に従って調製）を溶解させた PBS 200 L をゾンデにて胃内投与し、
デジタル温度計で直腸体温を計測することでアナフィラキシー反応を評価した。また、抗原の経
口負荷から 60 分後に尾静脈より採血し、血漿中の mouse mast cell protease (mMCP)-1 を市販
ELISA キット（Thermo Fisher Scientific 社製、アメリカ合衆国）を用いて定量した。 
4.2.7 統計解析 
統計解析ソフトウェア（JMP ver.13.0、SAS Institute 社製）を用い、一元配置分散分析のう
え Tukey の多重検定をおこなった。p 値 0.05 未満を有意とした。 
4.3 結果 
4.3.1 マウス血中の-LG 特異的 IgE 及び IgG1 
被検試料を経皮暴露させたマウスの感作状態を調べるため、2 回目の経皮暴露から 7 日後にマ
ウス尾静脈より採血し、血中の-LG 特異的 IgE 及び IgG1 を測定した。 
WPC を経皮暴露させたマウス血中では、-LG 特異的 IgE 及び IgG1 の著明な上昇が認められ
た。一方、PWH1 あるいは PWH2 を経皮暴露したマウスでは、シャム群と比較して有意な-LG










Figure 20 Production of antigen-specific antibodies in epicutaneously exposed mice. 
One week after the second exposure, blood samples were collected and the 
serum levels of -LG-specific IgE (a) and IgG1 (b) were measured by ELISA. 
Data are represented as the mean ± SEM (n = 8). Asterisks indicate significant 




被検試料を経皮暴露させたマウスの感作状態を調べるため、2 回目の経皮暴露から 13 日後の
マウスに抗原を経口負荷し、アナフィラキシー試験をおこなった。 
WPC を経皮暴露させたマウスでは、-LG の経口負荷によって直腸体温が著明に低下し全身性
のアナフィラキシー反応が認められた。それに伴い、-LG 経口負荷 60 分後に採取した血中には、





















Figure 21 Anaphylactic reaction in mice induced by -LG oral challenge after the second 
epicutaneous exposure to test materials. (a) Rectal temperature changes in mice 
after challenge with 50 mg of -LG were analyzed. Asterisks indicate significant 
differences at each time point compared to Sham group. (b) Plasma 
concentrations of mMCP-1 at 60 min after oral challenge. Data are represented 
as the mean ± SEM (n = 8). Asterisk indicates significant difference compared to 




血中-LG 特異的 IgE、IgG1 抗体価、及びアナフィラキシー試験との相関を調べるため、2 回
目の経皮暴露から 7 日後にマウス尾静脈より採血し、BAT をおこなった。 
WPC を経皮暴露させたマウスでは、-LG の刺激によって好塩基球上の CD200R1 の発現上昇
と CD200R3 の発現低下が認められた。一方、PWH1 あるいは PWH2 を経皮暴露したマウスで



















Figure 22 Basophil activation response in epicutaneously exposed mice. One week after 
the second exposure, surface expression of CD200R1 (a) and CD200R3 (b) on 
basophils from heparinized blood was analyzed by flow cytometry after 
incubation with or without 100 ng/mL -LG and presented as relative 
expression levels. Data are represented as the mean ± SEM (n = 8). Asterisks 




テープストリッピングと WPC の経皮暴露によってマウスは-LG に感作され、抗原特異的な
IgE 及び IgG1 の上昇（Fig. 20）、抗原負荷によるアナフィラキシー反応（Fig. 21）が認められた
のに対し、PWH1 あるいは PWH2 の経皮暴露ではそれらが認められず、これら乳清タンパク質
軽度分解物の経皮免疫原性が著明に低減していることが確認された。BAT の結果も血中特異 IgE・















































被検試料④ 乳清タンパク質濃縮物（WPC、Milei Gmnh 社製、ドイツ） 
被検試料⑤ カゼイン軽度分解物（CNH、森永乳業株式会社より入手） 
被検試料⑥ カゼインナトリウム（CN、Tatua 社製、ニュージーランド） 
EWH は消費者庁より「特別用途食品 病者用食品（アレルゲン除去食品）」の表示許可 80)を得
てアレルギー用ミルクとして流通する製品に配合されたものである。PWH1、PWH2、WPC は第














Table 4 Characteristics of cow’s milk protein hydrolysates in this study. 
 Whey protein hydrolysate CN hydrolysate 
 EWH PWH1 PWH2 CNH 
Row material WPC WPC WPC Casein 









Molecular weight a     
 < 200 12 12 8 14 
 200-500 45 36 36 48 
 500-1,000 25 22 20 20 
 1,000-2,000 15 18 22 13 
 2,000-5,000 3 10 10 5 
 5,000-10,000 0 1 2 0 
 10,000 < 0 1 2 0 
Detected milk antigen b     
 -LG < 0.5 2.5 × 103 2.1 × 103 n.d. 
 CN n.d. n.d. n.d. 5.2 × 102 
 a Samples were analyzed by HPLC. Data are expressed as the percentage of total peptides.
b Data are expressed as parts per million of antigenic equivalent proteins in powder.
Commercial ELISA kits were used. n.d.; no data.
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はその原料と使用した消化酵素の由来、分子量分布及び残存抗原性を Table 4 に示す。なお、分
子量分布と残存抗原性の測定は 3.2.1 に前記した通り。 
5.2.2 動物 
4 週齢の SPF グレード雌性 BALB/c 系マウスを日本クレアより購入した。飼育環境、飼料・飲
水は 2.2.1 に前記した通り。 
5.2.3 被検試料の経口摂取による免疫寛容の誘導 
1 週間の予備飼育後、各群 8 匹のマウス（5 週齢）に対して各種被検試料の 6％（w/v）水溶液
を飲水として 21 日間自由摂取させた。シャム群及び対照群（各 8 匹）のマウスには、飲水として
水道水のみを自由摂取させた。固形飼料には牛乳成分を含まないラボ MR ストックを継続して自
由摂取させた。被検試料の経口投与を含めて一連の実験スケジュールを Fig. 23 に示す。 
5.2.4 抗原の経皮暴露 
被検試料の自由摂取終了 4 日後（25 日目）から、シャム群を除く全てのマウスに対して 4.2.3
に記した手順に従って-LG あるいはカゼイン（いずれも既報 62）81)に従って生乳より調製）を経
皮暴露させた。なお暴露量は、予備検討の上、-LG が 1 回 100 g / 匹、カゼインが 1 回 500 g 
/ 匹とした。シャム群のマウスには、抗原を含まない生理食塩水を用いて同様に操作した。 
5.2.5 マウス血中の抗原特異的 IgE 及び IgG1 の測定 
2 回目の経皮暴露から 7 日後（60 あるいは 61 日目）にマウス尾静脈より採血し、血中の抗原
特異的 IgE 及び IgG1 を ELISA 法により測定した。ELISA は 4.2.4 に記した通りおこなったが、
カゼインを経皮暴露したマウスでは、血清の希釈を IgE 測定用で 1/30、IgG1 測定用で 1/5,000 と
































Figure 23 Schematic representation of the experimental design for whey protein 
hydrolysates (a) and that for casein hydrolysate (b). Mice were given water 
alone (Sham and CTL group) or test materials in the water to induce oral 
tolerance followed by epicutaneous sensitization. Parameters were analyzed 
as described in the diagram. BAT, basophil activation test; CTL, control; EC 
sensitization, epicutaneous sensitization; MLN, mesenteric lymph node; 




2 回目の経皮暴露から 7 日後（60 あるいは 61 日目）にマウス尾静脈より採血し、第 2 章に記
した手順に従って BAT をおこなった。好塩基球の活性化は、-LG 暴露マウスに対しては 100 
ng/mL の-LG（Sigma-Aldrich 社製）を、カゼイン暴露マウスに対しては 300 ng/mL のカゼイ
ン（生乳より調製 81)）をそれぞれ用いた。 
5.2.7 アナフィラキシー試験 
2 回目の経皮暴露から 12 日後（65 あるいは 66 日目）に抗原を経口負荷し、前記 4.2.6 の手順
に従ってアナフィラキシー試験をおこなった。ただしカゼインを経皮暴露したマウスに対しては、
初回（66 日目）25 mg、その後 3～4 日毎（70、73 日目）に 50 mg ずつ、計 3 回のカゼイン負荷
をおこなった。 
5.2.8 リンパ組織における制御性 T 細胞及び活性化 T 細胞の解析 
-LG 暴露マウスでは 2 回目の経皮暴露から 14 日後（67 日目）にマウスを安楽死させ、腸間
膜リンパ節（mesenteric lymph node；MLN）を採取した。カゼイン暴露マウスでは 2 回目の経
皮暴露から 20日後（74日目）に同様に脾臓とMLNを採取した。それぞれ組織を氷冷下RPMI1640
培地（Thermo Fisher Scientific 社製）中でほぐした後、70 m セルストレイナー（Corning 社
製、アメリカ合衆国）でろ過し、さらに脾臓細胞については ACK 溶血緩衝液（155 mM NH4Cl、
10 mM KHCO3、0.1 mM EDTA）を用いて赤血球を溶血させた。10％ウマ血清を含む RPMI1640
培地中で細胞を FITC 標識抗マウス CD4（clone RM4-5）、PE 標識抗マウス CD25（clone PC61、
どちらもBD Bioscience社製）、及びPerCP/Cy5.5標識抗ヒト/マウス/ラットICOS（clone C398.4A、
Biolegend 社製）によって染色した。さらに Foxp3 staining buffer set（Thermo Fisher Scientific
社製）を用いて APC 標識抗 Foxp3（clone FJK-16、BD Bioscience 社製）で染色、固定し、フロ
ーサイトメーター（FACSCanto II、BD Bioscience 社製）で測定した。 
5.2.9 抗原刺激後のリンパ組織における制御性 T 細胞及び活性化 T 細胞の解析 
前記 5.2.8 のリンパ組織 T 細胞の解析において、-LG 暴露マウスの MLN については、一部
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の細胞を 1 mg/mL の-LG 有無の条件で 24 時間培養し、同様に染色、固定してフローサイトメ
ーターで測定する検討もおこなった。 
5.2.10 リンパ組織への抗原刺激によるサイトカイン産生の検討 
前記 5.2.8 の通り得たリンパ組織細胞の一部を、10％ウマ血清と 2 mM L-グルタミン（Sigma-
Aldrich 社製）、100 IU/mL ペニシリン、100 g/mL ストレプトマイシン（いずれも Meiji Seika
ファルマ社製）を含む RPMI1640 培地中で 4×105 cells/well に調製した。これを、-LG 暴露マウ
スでは 1 mg/mL の-LG 有無の条件で 60 時間、カゼイン暴露マウスでは 5 mg/mL のカゼイン有
無の条件で 96 時間、それぞれ培養し、上清中のサイトカインをマルチプレックス法で測定した。
マルチプレックスキットは、-LG 暴露マウスに対しては Magnetic Luminex Assay（R&D 
Systems 社製、アメリカ合衆国）を、カゼイン暴露マウスに対しては Milliplex® Map Mouse 
Cytokine/Ghemokine Magnetic Bead Panel（Merck KGaA 社製、ドイツ）をそれぞれ使用し、
添付の手順書に従って解析用ソフトウェア Bio-Plex® Manager Softwre 5.0 を搭載した Bio-
Plex® 200 System（BIO-RAD 社製、アメリカ合衆国）で測定した。ただし、マルチプレックス法
の検出限界を下回った一部のサイトカインでは、市販 ELISA キット（Biolegend 社製、あるいは
Thermo Fisher Scientific 社製）を使用した。 
5.2.11 統計解析 
統計解析ソフトウェア（JMP ver.13.0）を用い、p 値 0.05 未満を有意とした。 
5.3 結果 
5.3.1 血中の抗原特異的 IgE 及び IgG1 
マウスの感作状態から経口免疫寛容が誘導されたか否かを検討するため、血中の抗原特異的
IgE 及び IgG1 を測定した。まず-LG 暴露マウスについて、対照群で見られた-LG 特異的 IgE、
IgG1 の有意な上昇が WPC を飲水として摂取させた群では認められなかった。PWH1 あるいは
PWH2 の摂取群でも、WPC 摂取群と同様に-LG 特異的 IgE、IgG1 の上昇が抑えられていた。
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イン特異的 IgG1 では有意な差は認められなかった。（Fig. 25） 
 
 
Figure 24 Effect of EWH, PWH1, PWH2, or WPC feeding prior to epicutaneous 
sensitization on specific antibodies. The levels of β-LG-specific IgE (a) and 
IgG1 (b) were measured by ELISA. Data are shown as the mean ± SEM (n = 8). 
Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer multiple 























シー試験をおこなった。まず-LG 暴露マウスについて、50 mg の-LG 負荷により対照群では直
腸体温の著明な低下を認めたが、WPC を飲水として摂取させた群ではそれが抑えられていた。
PWH1 あるいは PWH2 の摂取群でも、WPC 摂取群と同様に直腸体温の低下は抑えられていた。
EWH 摂取群では、抗原負荷 10～20 分後の時点で僅かに直腸体温が低下したが全体的に抑えられ
ており、シャム群との間に有意な差は認められなかった（Fig. 26a）。 
Figure 25 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on 
specific antibodies. The levels of casein-specific IgE (a) and IgG1 (b) were 
measured by ELISA. Data are shown as the mean ± SEM (n = 8). Comparisons 






























Figure 26 Effect of EWH, PWH1, PWH2, or WPC feeding prior to epicutaneous 
sensitization on allergic response to β-LG after oral challenge. (a) Rectal 
temperature changes in mice after challenge with 50 mg of β-LG were 
analyzed. Asterisk indicates significant difference compared to the CTL group 
in each time point between 10 and 40 min. (b) Plasma concentrations of 
mMCP-1 at 60 min after oral challenge. Data are represented as the mean ± 
SEM (n = 8). Means without a common letter differ significantly. 
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次にカゼイン暴露マウスでも、カゼイン 25 mg を負荷した 1 回目のアナフィラキシー試験（66
日目）において、対照群では直腸体温の低下が認められ、カゼインあるいは CNH を飲水として
摂取させた群ではそれが抑えられていることが確認できた（Fig. 27a）。しかしながら直腸体温低
下の程度が対照群においても僅かであったことから、カゼインの負荷量を 50 mg に倍増して 2 回
目（70 日目）、3 回目（73 日目）のアナフィラキシー試験をおこなった。その結果、2 回目の負荷
では対照群における著明な直腸体温低下を認めた一方で、カゼインあるいは CNH の摂取群にお




















Figure 27 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on allergic 
response to casein after oral challenge. (a) Rectal temperature changes in 
mice after the first challenge with 25 mg of casein. (b, c) Rectal temperature 
changes after the second and third challenges with 50 mg casein, 
respectively. Letters indicate significant differences: a, sham vs. CTL; b, CNH 
vs. CTL; c, casein vs. CTL. 
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血中 mMCP-1 も、対照群では 3 回全てのカゼイン負荷において著明な上昇が認められたのに
対し、カゼインあるいは CNH の摂取群では、CNH 摂取群の 1 回目負荷時を除き、いずれもその
上昇が有意に抑えられていた（Fig. 28a）。mMCP-1 測定用に採取した血漿中のカゼイン特異的
IgE 抗体価も、カゼインあるいは CNH を摂取させた両群で、3 回全てにおいて対照群より有意に






















Figure 28 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on allergic 
response to casein after oral challenge. Mice were challenged with 25 mg 
(first challenge) or 50 mg (second and third challenge) of casein. Plasma 
concentration of mMCP-1 (a), and the levels of casein-specific IgE (b), and 
IgG1 (c) at 60 min after the first (gray bars), second (black bars), and third 
(white bars) oral challenge. Hatched bars in (b) and (c) indicate serum sample 
of casein-specific IgE and IgG1, respectively. The serum samples are the 
same as those in Fig. 23 and were reanalyzed with the plasma samples. Data 
are represented as mean ± SEM (n = 8). Comparisons to CTL mice were 
analyzed by Dunnett’s test. Asterisks indicate significant differences. 
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5.3.3 リンパ組織における制御性 T 細胞及び活性化 T 細胞の解析 
免疫寛容の誘導をより詳細に検討するため、リンパ組織における制御性 T 細胞と活性化 T 細
胞のポピュレーションを解析した。CD4 陽性細胞中に占める CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞（制御
性 T 細胞）と ICOS 陽性細胞（活性化 T 細胞）の割合は、-LG 暴露マウス、カゼイン暴露マウ
ス共に、対照群と各被検試料摂取群で差を認めなかった（データ省略）。 
5.3.4 抗原刺激後のリンパ組織における制御性 T 細胞及び活性化 T 細胞の解析 
免疫寛容の誘導をより詳細に検討するため、-LG 暴露マウスから採取した MLN 細胞を-LG
で刺激培養し、制御性 T 細胞と活性化 T 細胞のポピュレーションを解析した。対照群の MLN で
は、24 時間の-LG 刺激によって CD4 陽性細胞中の ICOS 陽性細胞（活性化 T 細胞）の割合、
CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞中の ICOS 陽性細胞（制御性 T 細胞の活性化）の割合がそれぞれ上昇
したが、WPC、PWH1 あるいは PWH2 を摂取させた群ではそれらが抑えられていた。一方、EWH













Figure 29 Effect of EWH, PWH1, PWH2, or WPC feeding prior to epicutaneous 
sensitization on ex vivo T-cell activation. MLN cells were incubated with or 
without β-LG for 24 h. The percentages of ICOS+ cells in both CD4+ 
lymphocytes (a) and CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells (b) incubated with (black 
bar) or without (white bar) β-LG were determined. Data are shown as the mean 
± SEM of n = 7 in Sham and CTL groups and n = 8 in the other groups. Data 
were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer multiple 





に産生されたサイトカインを解析した。まず-LG 暴露マウスの MLN では、対照群で認められた
各種サイトカインの著明な上昇が WPC、PWH1 あるいは PWH2 を摂取させた群では抑えられて
いた。一方、EWH 摂取群では対照群と同様に-LG 刺激によって各種サイトカインの有意な上昇





















Figure 30 Effect of EWH, PWH1, PWH2, or WPC feeding prior to epicutaneous 
sensitization on ex vivo cytokine production. MLN cells were incubated with 
or without β-LG for 60 h. After subtracting the background cytokine levels, 
data are shown as the mean ± SEM of n = 7 in CTL group and n = 8 in the 
other groups. Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey-






























Figure 31 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on ex vivo 
cytokine production. Spleen cells were incubated with or without casein for  
96 h. After subtracting the background cytokine levels, data are shown as the 
mean ± SEM (n = 8). Comparisons to CTL mice were analyzed by Dunnett’s 





























Figure 32 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on ex vivo 
cytokine production. MLN cells were incubated with or without casein for  
96 h. After subtracting the background cytokine levels, data are shown as the 
mean ± SEM (n = 8). Comparisons to CTL mice were analyzed by Dunnett’s 








は PWH2 を経口摂取させたマウスでも、WPC 摂取群と同様に、シャム群と比較して有意な
CD200R1、CD200R3 の発現変化は認められなかった。一方、EWH 摂取群では、対照群と同様



















Figure 33 Effect of EWH, PWH1, PWH2, or WPC feeding prior to epicutaneous 
sensitization on basophil activation response. Surface expression of 
CD200R1 (a) and CD200R3 (b) on basophils from heparinized whole blood 
incubated with or without β-LG analyzed flow cytometry and presented as 
relative expression levels. Data are shown as the mean ± SEM (n = 8). Data 
were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer multiple 





























Figure 34 Effect of CNH or casein feeding prior to epicutaneous sensitization on 
basophil activation response. Surface expression of CD200R1 (a) and 
CD200R3 (b) on basophils from heparinized whole blood incubated with or 
without casein analyzed flow cytometry and presented as relative expression 
levels. Data are shown as the mean ± SEM (n = 8). Comparisons to CTL mice 




-LG 暴露マウスの検討において、血中の抗原特異的 IgE や IgG1（Fig. 24）、アナフィラキシ
ー試験での直腸体温の変化やそれに伴う血中 mMCP-1 値のデータ（Fig. 26）は、WPC だけでな
くその軽度分解物である PWH1 や PWH2 の摂取によっても-LG に対する経口免疫寛容が誘導
されたことを示している。経口免疫寛容には制御性 T 細胞によるもの（active suppression）と不
応答化（anergy）の大きく二つの機序が知られているが 92)、①リンパ組織において制御性 T 細胞
（CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽性）のポピュレーションに群間差が見られなかったこと、②抗
原刺激によって MLN に誘導された T 細胞の活性化が免疫寛容によって一様に（制御性 T 細胞の
活性化も含めて）抑えられたこと（Fig. 29）、③抗原刺激による MLN からのサイトカイン産生が
Th1 サイトカイン（IL-2）、Th2 サイトカイン（IL-4、IL-13）、抑制性サイトカイン（IL-10）の
区別なく抑えられたこと（Fig. 30）、から本検討で見られた経口免疫寛容では不応答化の寄与が考
えられる。BAT でも、-LG 刺激による CD200R1 や CD200R3 の発現変化が WPC 摂取群だけで
なく PWH1 や PWH2 の摂取群でも抑えられており（Fig. 32）、抗原特異的抗体価やアナフィラ
キシー試験の結果とよく一致し、マウス BAT がこのような食品素材の経口免疫寛容誘導能の評価
に有用であることが示された。その一方で、EWH を摂取させたマウスでは BAT とアナフィラキ
シー試験の結果に乖離が見られた。アナフィラキシー試験では、抗原負荷による直腸体温低下と
それに伴う血中 mMCP-1 の上昇は EWH の摂取によって著明に抑制されたが（Fig. 26）、好塩基
球上のCD200R1とCD200R3の発現変化はEWH摂取群と対照群で差を認めなかった（Fig. 33）。
-LG 特異的抗体価の上昇や MLN 細胞からのサイトカイン産生上昇は EWH 摂取群でも対照群
と同様に認められ、このことはアナフィラキシー試験よりも BAT の結果と一致した。乳清タンパ
ク質の分解物や-LG のペプチドフラグメントの経口投与が抗原特異的 IgE 産生とは関連なくマ
ウスの即時型アレルギーの症状を抑えるという報告 93,94)もあることから、本検討における EWH
摂取群でのアナフィラキシー反応の抑制は、機序は明らかでないが何らかの非特異的な免疫抑制
による可能性もある。BAT はアナフィラキシー反応を in vitro で再現したものと言うこともでき





次にカゼイン暴露マウスにおける検討で、血清中の抗原特異的 IgE 値（Fig. 25a）、アナフィラ
キシー試験における直腸体温低下（Fig. 27）やそれに伴う血中 mMCP-1 上昇（Fig. 28a）、リン
パ組織細胞からのサイトカイン産生のデータ（Fig. 31、Fig.32）は、カゼインの摂取だけでなく、
CNH の摂取によってもカゼインに対する経口免疫寛容が誘導されたことを示している。しかしな
がら直腸体温の変化の程度や血中 mMCP-1 の値から、CNH の経口免疫寛容誘導能は未分解カゼ
インのそれよりも弱いことが示唆される。BAT における CD200R1 の発現変化をみても、カゼイ
ン摂取群では対照群に比較して有意な上昇抑制が認められたのに対して、CNH 摂取群では有意差
を認めておらず（Fig. 34a）、CNH の寛容誘導能がカゼインより弱いことと矛盾しない。一方、血
中のカゼイン特異的 IgG1 をみると、経皮暴露直後（61 日目）では対照群に対して有意に低値を




ることができる。IgG 受容体を介した好塩基球活性化のマーカーである CD200R3 をみると、CNH
摂取群では発現低下が抑えられていたものの、逆にカゼイン摂取群では対照群に比較して有意な
発現低下の抑制は認められなかった（Fig. 34b）。BAT を実施した時点（61 日目）では対照群で
も血中のカゼイン特異的 IgG1 抗体価の上昇が十分でなかったことから、CNH 摂取群で見られた
CD200R3 発現低下の抑制は、カゼイン特異的 IgE による抑制型 IgG 受容体 FcRIIB への刺激 72)
が影響した可能性もあるが、CNH 摂取群でもその後の特異的 IgG1 上昇を抑える免疫寛容が誘導
されていたことは間違いないことから、それを示唆している可能性もある。そうであれば、BAT
における CD200R3 の発現変化は、血中の抗原特異的 IgG1 値の変化に先行するものとして興味
深く、今後さらに検討が求められる課題である。なお、カゼイン暴露マウスに対する本検討では
一個体のマウスに対して計 3 回のアナフィラキシー試験を実施したが、わずか 3 日の間隔でおこ












えられた。乳清タンパク質高度分解物 EWH の経口摂取によって-LG 経皮暴露マウスのアナフ
ィラキシー反応が抑制されたが、これは抗原非特異的な免疫抑制によるものである可能性が考え















ヒト好塩基球はその活性化によって細胞表面上の CD63 や CD203c の発現上昇が見られるが、
マウスでは CD200R1 の発現が上昇することが報告されていた 55)。そこで本研究ではまずこの
CD200R1 をマーカーとして BAT の確立を試みたところ、その過程でマウス好塩基球の活性化で
は CD200R1 の発現上昇だけでなく CD200R3 の発現低下も起こることを新たに見出した。さら
に、CD200R1 の発現上昇が FcRI を介した IgE 刺激によるのに対し、CD200R3 の発現低下が
FcRIII を介した IgG1 刺激によるものであることも明らかにした（Fig. 35）。CD200R3 は活性
化アダプター分子 DAP12 と相互作用しながらマウスのマスト細胞と好塩基球に発現しており
60,75,76)、それへの刺激はマスト細胞の脱顆粒や好塩基球における IL-4 産生を促し、さらには局所




もの（classical pathway）の他、IgG 依存的にマクロファージから放出される PAF によるもの
（alternative pathway）が知られているが 69,70)、in vivo での IgG 受容体への刺激はマウスの全

















ち、CD200R3 をマーカーとしたマウス BAT は IgG 刺激による全身性アナフィラキシーと良く相
関し、さらには CD200R1 と CD200R3 の両方を活性化マーカーとして BAT をおこなうことによ
って、マウスのアナフィラキシー反応を IgE 依存的なものと IgG 依存的なものに区別して評価で
きることが示唆された。 




















Figure 35 Increased expression of CD200R1 and decreased expression of CD200R3 on 










特的抗体価測定やアナフィラキシー試験と共に BAT をおこなったところ、BAT の結果は特異抗
体価やアナフィラキシー試験の結果と一致し、このような食品素材の免疫原性評価におけるマウ























寛容誘導能を検討する中で、血中のカゼイン特異的 IgE、IgG1 抗体価と BAT のデータに一部不
一致が見られた点である。その原因としてカゼインの経皮免疫原性が-LG のそれほど高くないこ
とや、CNH の免疫寛容誘導能が弱かったことなどが挙げられるが、注目すべきは血中のカゼイン
特異的 IgG1 に有意な変化が認められない時点でも BAT では CD200R3 の有意な発現変化を認め
た点である。感作を受けて産生された IgE や IgG1 は血流を介して全身に運ばれ、組織中のマス
ト細胞や末梢血中の好塩基球に発現する Fc 受容体に結合するが、この受容体との親和性が高け
れば IgE や IgG1 は血中での濃度上昇に優先して受容体に結合するだろう。そのため、BAT は血
中での抗体価上昇に先行し、かつ高感度に個体の感作状態を示し得るかも知れない。 
6.2 今後の展望 







IgG 依存的なマウス好塩基球活性化マーカーとして CD200R3 を見出したが、マウス BAT を
免疫・アレルギー学の研究手法と考えた場合、この CD200R3 をマーカーとしたマウス BAT はア
レルギーの病態における IgG の関与を検討する上で貴重な手段になることが期待される。ヒトの





ヒトにおいても IgG の関与するアナフィラキシーの存在が示唆されている 98）。また、IgG 反応が
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